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Gillies-Govan # と Darrell- Wahba 法 に よる 
ビ ピオ シン 型 別 の 完全 比較 と 改良 型 別 法 の 提唱 
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A Comparative Study of Two Pyocine Typing Methods and the Proposal on an Improved 
Typing Method 

Keishun Nakasone ,(Department of Bacteriology, Institute for Tropical Medicine, 
Nagasaki University) 


Abstract: Two pyocine typing techniques, Darrell-Wahba’s and Gillies-Govan’s methods, 
were tested to compare their dependability using 20 strains of the indicators for both 
methods, 14 of our type strain for G-G method including Type 1 and 16 received from 
Prof. Gillies, and 174 strains isolated in 1973/74 and typed by Yamaguchi. Twenty 
strains of the first group were also applied as the indicator throughout this study. All 
typing for appropriate number of test strains were conducted in the same day, and then 
repeated two more times at an interval of approximately four weeks. The results of 
pyocine typing of three groups were shown in Tables 1—4, 5—8 and 9—12 respectively. 
According to the checker board experiment of 20 indicator strains, there was found no 
same pattern of sensitivity but a certain similarity in pyocinogeny was confirmed among 
them. After checking all 4,160 combinations, there were found failures of reproduction 
in 5.2 per cent by G—G method and 13.3 per cent by D—W method. As shown in 
Tables 3 and 7, the cases in which inhibition observed only in G—G method were more 
frequent the cases in which it was found by D—W method alone. Table 11 and 12 show 
that wider inhibition patterns were detected by G—G method than D—W method, when 
the same indicator sets were used. The frequency of unclassifiable results consisting 
three different inhibition patterns was lesser in the order of original G—G method, G—G 
method with Wi—W8, D—W method with G1—G8 and modified D—W method as shown 
in Tables 4 and 8—10. All these findings indicate that GーG method is more reproducible 
and more sensitive to detect pyocines than D—W method. Also it is possible to subtype 
pyocine types of two methods by using some other indicator strains. Finally, six strains, 
G3, G4, G6, G8, W4 and W8, were selected for G—G method, and applied to the results 
of Table 1, 5 and 9. As shown in Table 14, fairly good typing results were obtained 
without maldistribution which was observed in Tables 9—12, and most of these sero-types 


were divided into some groups of the pyocine types. This finding suggests that there is 


189 


本 研究 の 一 部 は 九州 微生物 研究 会 か ら の 研究 費 に よっ て 行わ れ た 
長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 業績 第 1,010 与 
Received for publication, October 16, 1980 


190 


a possibility for the use of our proposed type or sero-pyooine type as an epidemiological 


tool. Following are the main points of proposed pyocine typing method; the use of 


1) culture of a selected la colony in nutrient broth containing 0.4 per cent KNO, for 


test strain and indicator, 2) Gillies-Govan’s procedure applying six indicators mentioned 


above, 3) reproducible patterns based on two or three tests at an interval of one week, 


and 4) recording by Farmer’s proposal shown in Table 13. 
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緑 農 菌 を 遺伝 学 的 性 状 に よっ て 標識 する 方 法 と し 
て は , 酵素 活性 を 中 心 と し た 生物 化学 的 性 状 , 化学 
療法 剤 , バク テリ オフ ァ ー ジ また は ビオ シン に 対す 
る 感受 性 , 溶 原 性 また は ピオ シン 原 性 , 特異 抗 血清 
に 対す る 凝集 件 な ど を 利用 し た も の が ある . これ ら 
の うち 血清 型 , ピオ ォ オォ シン 型 ) ファ ー ジ 型 は 比較 的 安 
定 し た も の と 考え られ , MIRROR LH HAO Me 
利用 され た も の も ある . 

ピオ シン を 利用 し た 型 別 法 の うち , 被 検 株 が 固 型 
培地 上 で 産生 し た ピオ シン の 特定 指示 菌 群 に 対す る 
作用 域 に よる 型 別 法 は , まず Darrell and Wahba 
(1964), つい で Gillies and Govan (1966) と 全 
< 独自 に 提唱 され た . 当 部 門 の 内 藤 は 1967 年 両 型 別 
法 の 指示 菌 を 入手 し 得 た の に 伴っ て , 各 型 別 法 の 基 
礎 的 検討 と 分 離 株 の 型 別 を 開始 また 指導 し て きた 
CARED, 1971 a, b, 1972 b, c, 1973; 古川 , 
1970; 村上 , 1970). つい で 完成 の 域 に 達し て いた 
本 間 ら (1970) の 血清 型 別 と ど ピオ シン 型 別 の 併用 へ 
と 進展 し て きた (ARD, 1972 a, 1977, 1980; 村 
上 , 1976; 山口 , 1977). その 結果 は 成績 再現 性 の 
画 か ら み る と , 血清 型 別 , Gillies-Govan 法 ピ オシ 
ン 型 列 , Darrell-Wahba 法 ピオ シン 型 別 の 順に 再 
現 率 が 低下 し , いずれ の 弄 別 法 に お いて も 特定 型 へ 
の 偏在 が 認め られ , これ を 緩和 する 意味 か ら 血 清 ・ 
ピオ シン 型 の 応用 性 を 提唱 し て きた . この 際 ビ オシ 
ン 型 別 法 と し て は 再現 性 で 有利 な Gilies-Govan 法 
を 推奨 し て きた . 

上 記 研 究 に お いて は 披 検 株 の 単 一 集落 か ら の 培養 
を 用 いて それ ぞ れ の 型 別 法 を 同一 日 に 併行 し て 実施 
L, また これ を 反復 し て 各 方 法 で の 成績 再現 性 を 主 
に し た 利用 価値 を 検討 し て いる . その 中 に は 2 種 の 
ピオ シン 型 別 を 比較 する た め に , それ ぞ れ の 指示 菌 
を 被 型 別 株 と し て 両 型 別 を 行っ て は いる が , FRA 


と し て 相互 に 利用 し て 比較 し ょ うと の 試み は な され 
て いな い . 本 研究 で は Gillies-Govan 法 指示 菌 8 
株 と Darrell-Wahba 法 指示 菌 12 株 の 計 20 株 を それ 
ぞ れ の 型 別 法 に 対す る 指示 菌 と し て は じ め て 利用 
L, 各 株 の 指示 菌 と し て の 特性 を 比較 する と と も 
に , 使用 培地 を 含め た 両 型 別 法 を 一 群 の 被 検 株 に 対 
し て は 同一 日 に 併行 実施 し て , 成績 再現 性 も 含め た 
型 別 法 の 優劣 を 明らか に し よう と し た . また その 結 
Rib LRM DROP LAA LC, 各 型 別 法 で 
の 特定 型 へ の 偏在 を 緩 季 で きる ピオ シン 型 別 法 の 設 
定 を 試み た . 
まず 実施 し た 指示 菌 20 株 の 完全 交差 試験 成績 と 教 
室 保存 の Gilies-Govan 法 型 株 を 型 別 し た 一 部 の 
成績 に つい て は , 昭和 53 年 1 月 第 12 回 緑 肛 菌 研究 会 
こ 発表 し , その 後 完成 し た 型 株 型 別 の 最終 成績 と 分 
離 株 へ の 適用 成績 , さら に は 指示 苗 群 の 選定 に つい 
て は , 昭和 53 年 11 月 第 31 回 日 本 細菌 学会 九州 支部 総 
会 , 昭和 54 年 4 月 日 本 細菌 学会 総会 に 発表 し た ・ 


材料 と 方 法 


使用 菌株 : 被 検 菌株 と し て は , 後述 の 指示 菌 20 
株 , Gillies-Govan の 型 標準 株 (1 型 , 16 型 ) と 分 
離 株 の うち 成績 再現 性 の 良好 な も の か ら 他 の 型 株 と 
し て 教室 で 常用 し て きた 12 株 の 計 14 株 , さら に 山口 
(1977) が 昭和 48 年 5 月 よ り 49 年 10 月 の 間 に , 長崎 
労災 病院 に お いて , 入院 患 考 材料 より 分 離 同定 し , 
血清 型 別 と 両 型 別 法 を 行っ た 緑 膜 菌 201 株 の うち , 
保存 され て いた 174 株 を 使用 し た . 

指示 菌 : Gillies-Govan 法 の 指示 菌 8 株 OREG 
1~G 8) と Darrell-Wahba 法 の 指示 菌 12 株 ( 順 
に W 1 ~W12) を 合わ せ た 20 株 を 両 型 別 法 に 使用 し 
た 


被 栓 菌 と 指示 菌 の 培養 : 緑 農 菌 は 平板 分 離 に 際 し 
て la HL sm 型 へ 解離 する こと が 知ら れ て お り , 
集落 型 に より ピオ シン 産生 性 また は 感受 性 が 異な る 


こと が 報告 され て いる CHES - ATH, 1968; 内 藤 
D, 1972 c, 1973). 本 実験 で は BR, faa 
と も に la 刑 集落 を 選定 し , la 型 保持 の た め に 
Sakamoto et al. (1975) を 参考 に し て 0.4 多 
KNO。 加 ブイ ョ ン に に 培養 し て 各 型 別 用 の 搭 地 に 塗 
Polis: 

Gillies—Govan の ピオ シン 型 別 法 : Gillies — 
Govan (1966) に 準じ て 以下 の よ 5 に 行っ た . 内 径 
8.5cm OY -VICh IA bY 4 RR ( 栄 研 ) 
に 5 の 割 に 還 脱 線維 血液 を 添加 し た も の を 40ml 
注い で 平板 と する . 3ROPMOBELICRRAO 
0.4% KNO, 加 ブ プイ ョ ン 一 夜 培養 を 塗 抹 し , 32°C 
14 時 間 培 養 後 , シャ ー レ の 蓋 に クロ ロホ ルム を 浸し 
た 円 形 濾 紙 を お いて 30 分 間 処 理 . スラ イド グラス の 
一 端 で 発育 菌 苔 を 除去 . さら に 30 分 間 ク ロロ ホル ム 
処理 を 続け る . つい で 濾紙 を と り 出 し , エー1.5 時 
間 シ ャ ー レ の 著 を や や 開い て クロ ロホ ルム の 蒸散 を 
待ち , 20 株 の 指示 菌 の 0.4 KNO』。 加 プイ ョ ン 4 
時間 培養 を 被 検 菌 の 塗 抹 部 と 直角 方 向 に 画 線 塗 抹 , 
37?C REE, TERA OE BIE © aR Lie. 
Gillies-Govan 法 の 型 判定 は 指示 8 RORA BIE 
パタ ー ン を Gillies-Govan 法 の 判定 表 (1 一 36 型 : 
Gillies and Govan, 1966, 37 型 : Govan and 
Gillies, 1969) に 従い , Darrell-Wahba 法 の 型 判 
定 は 同 法 の 第 1 一 第 8 指示 菌 に 対す る 発育 阻止 ペタ 
ー ン を 山口 1977) 提示 の 表 に 従っ て 判定 した. な 
お , 成績 再現 性 を 検討 する た め , 各 被 検 再 に つき 日 
を か えて 3 回 の 型 別 を 行っ た (以下 GーG 法 と 略 
記 )・ 

Darrell—Wahba の ピオ シン 型 別 法 : Darrell— 
Wahba (1964) の 記載 に 従っ た . b UT RYT BBR 
培地 に ョ ー ド 酢酸 を 10 モル , リン 酸 水 素 2 カリ 
ウム と クエ ン 酸 ソー ダ を それ ぞ れ 0.1 多 添加 し た も 
の を , 約 40ml 内 径 8.5cm の シャ ー レ に 分 注 し て 
平板 と する . 3 枚 の 平板 の 上 直径 上 に 被 検 夷 の 0.4% 
KNO』 加 ブイ ョ ン 培 養 を 塗 拓 し , 37°C 24 時 間 培 養 
後 , G-G 法 と 同様 に , クロ ロホ ルム 処理 し, 20 株 の 
指示 菌 の 0.4 多 KNO。 加 プイ ョ ン 4 時間 培養 を 被 
検 菌 の 塗 抹 部 と 直角 方 向 に 塗 抹 し , 37°C 一 夜 培養 
し て 指示 菌 の 発育 阻止 を 記録 し た . 型 判 定 と 型 別 の 
反復 は 前 項 と 同様 に 行っ た (以下 DーW 法 と 略記 ). 
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実験 と 結果 


両 法 指示 菌 20 株 の 交差 試験 

GーG 法 の 指示 菌 8 株 と D 一 W 法 の 指示 菌 12 株 を 
IN 2R ee EAN C HRC Yc, 同一 日 
に 両 型 別 法 に 従っ た 交差 試験 を 行っ た . 交差 試験 は 
2 日 後 と 3 週 後に 反復 し , 前 後 3 回 の 成績 を 得 た . 

GーG 法 に よる 交差 試験 : ビーG 法 で 得 ら れ た 3 
回 の 成績 を まとめ た の が 表 1 CHAS. 3 回 の 成績 が 
一 致し た も の は 阻 此 帯 の 有無 に より 十 ま た は 一 で 表 
わし , 各回 の 成績 問 に 差 が あっ た 場合 は 2 回 の 一 致 
成績 を 取り , これ に 異な っ た 成績 を 示し た 回 数 を 付 
記し た . 400 組 の 成績 の うち 42 組 10.5%) に 成績 
の 不一致 が か み ら れ た . ピオ ン ン 原 性 の 面 で ( 表 を 横 
に みて ) 全く 不一致 の 成績 が み ら れ な か っ た の は は 
8, W2, W3 の 3 株 で あり , G2, G3, G4, 
G5, W9 の 5 株 で は それ ぞ れ 1 組 , G7, W1, 
W4, W5, W7, W12 の 6 株 で 各 2 組 , G1, G 
6, W8 の 3 株 で それ ぞ れ 3 組 , W11 が 4 組 , W10 
は 5 組 , W 6 で は 7 組 に 不一致 が あっ た . 指示 菌 20 
株 に 対す る 発育 阻止 ターン が 類似 し た ビオ ン ン を 
産生 し て いた の は G4 と G8, G6 と W2 で あっ た 
本 研究 で は 指示 菌 の 選定 を 最終 目的 と し て いる の 
T, 逆 に 感受 性 の 面 で ( 表 を 縦 に ) みる と 完全 に 安 
定 し て いた の は G 5 と G6 の 2 株 で あっ た . 以下 感 
受 性 側 か ら み て 不一致 の 少な か っ た 順に 列記 する と , 
W8, W1, W12 の 3 株 で は それ ぞ れ 1 組 の 不 一 
致 。G3, G4, G8, W1, W3, W4, W5, 
W6, W7, W10 の 10 株 で 2 組 ず つ , G1, G7, 
W9 の 3 株 は 3 組 , W 2 で は 4 組 と 続き , G 2 で は 
6 組 に 及 ん で いた . これ を GーG 法 指示 菌 と し て ま 
と め る と 160 組 の うち 18 組 (11.3%) で ある の に 対 
Lt, DーW 法 指示 菌 で は 240 組 の うち 24 組 10.0 
“YY で あり , これ を W1-W8 の 範囲 で みて も 17 組 
(10.6%) と ほぼ 同 程度 で あっ た - 

3 回 の 成績 の うぅ うち 2 IL EO —-BCCHEAR AFB A I 
止 の 有無 を 判定 する と , すなわち 表 1 の 符号 に 付記 
し た 数 字 を 無視 する と , G 3 は 供 試 20 株 の うち 18 株 
の 産生 ピ ォ シン に 感受 性 を 示 し , 上 述 不 一 致 の 全く 
な か っ た G 5 が 17 株 の , G1, W1, W10 が それ ぞ 
れ 16 株 の , G 7 が 15 株 の , W 6 が 14 株 の , G 2 が 13 
KO, W2, W5, W7, W9 が それ ぞ れ 12 株 の , 
G 4 が 11 株 の 産生 ピオ シン ッ ン に 感受 性 で , これ ら 13 株 


Table 1. 


Checker-board experiment of both indicator strains by Gillies-Govan’s method 


Indicator 


rg 
は 
〇 
an 


Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Wl W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 W11 W12 
G1 - -3+ + - - - ーー ーー 43 - - -+4- - - + + - 
G2 + - ++- - + + + 434 キ - + - - - = + - 
G3 - + - - + = = = + -2ー + - - ーー ーー - HF - 
G4 + + + - + - + - + - + -24+ + + - + + -  - 
G5 =- - = ーー = = = = = + = = = + - = = -3 - = 
G6 + + + -24+ - + - + - + - + -2 4 -3 4+ + - = 
G7 - - + 41+ - - = + 43 - + - -~ - - + + - 
G8 +++ - + - + - + - + - + + + - + + ーー  - 
W 1 + -3+ + + ~- + + - + - - + + + - - -2 - = 
W 2 + + + - + - + - + - + - + - + - + +  - = 
W 3 + + + + + + + + + + - + + + + - +t + - + 
W4 + + + + + + + + + + -1- + + + + + + 41 + 
W5 + 42+ + + - tht + + - - - + - - + + - + 
W6 434343 - + - 43 - + - + ーー -2 - -2 - 43 + - =- 
W7 + -3+ + + - + 434+ 4+ - - - + - - + + - + 
W 8 + + + + + - + + + + -3 4 + + オキ ユー - + - 41 
W 9 + + + + + + + + + + 42+ + + + - + + 
Wo 43-143 - + - = = -3 = = =~ + + + - B- = = 
W11 43+ + - + - 43 - 41 - + - +H- + + + + - | 
W12 + + + + + - + -24+ 4 + - + + + - + + -  - 
Checker-board experiments were repeated three times. 


+: +++(inhibition), +3: +t, +2: +-+, +1: -+ 


: ---(no inhibition), -3: --+, 


は 試験 し た ピオ シン の 半数 以上 に 阻止 を 受け て いた 

こと と な る . 残る 7 株 で は W3 が 9 株 の , G8 が 8 
FEO, W4 と W12 が それ ぞ れ 6 株 の , W11 が 5 株 
の , 3 回 の 成績 が 完全 に 一 致し て いた G 6 に 加え て 
W8 の 2 株 が 3 株 の 産生 ビオ シン ン に 感受 性 と , 感受 
性 域 が 順次 狭く な っ て いた . 20 株 の ビオ シン に 対す 
る 感受 性 バター ン が 全く 同じ で あっ た の は W 5 EW 
7 の み で あっ て , これ は この 交差 試験 の 範囲 内 で は 
指示 菌 と し て の 価値 が 等 し いこ と を 意味 する . 残る 
18 株 で は それ ぞ れ 異な っ た 感受 性 バタ ー ン を 示し, 
それ ぞ れ 指示 菌 と し て 独立 性 が ある こと を 意味 し て 
いた . 

DーW 法 に よる 交差 試験 : DーW 法 に よる 3 回 の 
成績 は 表 2 に 示し た . この 場合 400 組 の 成績 の うぅ うち 
不一致 が なあ っ た の は 26 組 (6.5%) と G-G 法 の 場 
合 に 比 し て 少な く , また ピオ シン 原 性 の 面 で ( 表 を 
横 こ に こみ て) 完全 に 一 致し て いた の は G4, G5, W 
2, W4, W6, W7, W8 の 7 株 と G 一 G 法 の 3 


ー2: 


ー キ ー。 -l: +- 


株 に 比 し て 多く , 残る 13 株 は , G3, G7, G8, 
W1, W3, W5, W11, W12 の 8 株 で は 各 1 組 , 
G1 と G6 が 2 組 ず つ , W9 が 3 組 , G2 は 4 組 , 
W10 で は 7 組 の 不一致 で あっ た . この 場合 G4, G 
6, G8, W2 の 4 株 が 類似 の ピオ シン 原 性 を 示し 
て いた . 一 方 感受 性 の 面 で ( 表 を 縦 に ) みる と , & 
く 不 一 致 が な か っ た の は G1, G8, W3, W7, 
W9, W11 の 6 株 で , これ も GーG 法 の 2 株 に 比 し 
て 多かっ た . 同様 に 感受 性 面 か ら み て 不一致 の 少な 
か っ た 順に 整理 する と , G3, G4, G5, G6, 
W1, W2 の 6 株 は それ ぞ れ 1 組 の 不一致 , W5, 
W6, W10, W12 の 4 株 で 2 組 ず つ , G2, G7, 
W4, W8 の 4 株 は それ ぞ れ 3 組 と な っ て いた . 以 
上 の 所 見 は すべ て リーW 法 の 安定 性 を 示す も の で あ 
っ た . これ を 指示 菌 群 別に 集計 する と GーG 法 の 8 
株 に は 160 組 の うち 10 組 (6.3%) に 対し て , DーW 
法 の 12 株 に は 240 組 の うち 16 組 (6.7%) , Wi ~W 
8 の 男 囲 で みる と 12 組 (7.5%) と や や 多い 傾向 で 
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Checker-board experiment of both indicator strains by Darrell-Wahba’s method 


Indicator 
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Wl W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 W11 W12 


Table 2. 

Prod 

G1 - -3+ + - - - = = 
G2 + - + + -l- -3+ + 
G3 - =- - - + - - = = 
G4 k + aaa += + = 4+ 
G5 =- =- =- =- ーー = = = = 
G6 + + + - + - + - + 
G 7 - - + + キー e e + 
Cue es Te ee お ラウ 注 
Wl + -3+ ++- - + - 
W 2 キ + キ - + - + - + 
W3 + + + + + - + + + 
W4 + + + + + + + + + 
W5 + + + + + - = + + 
W6 + + + - + - + + - 
W 7 + + + + + - + + 4+ 
W 8 + + + + + - + + + 
W 9 + + + + + + + - + 
WLIO + -3 41 -3 + -3 -3 - -3 
Wad OF SC ee な es Se 
WM2。 oe A E 


=2 


+ 


+i +i 4I I 


Et 


by aera t 


+ 


ーー ニン TRE a ーー ご + + = 
+ -3- + - - - -l + == 
he” ee ‘Ot EN te E ー3  - = 
+- +- + - + + -= = 
+ - +H- + -3+ + -  - 
- -3- - = - - + + = 
+ - + -3 4+ - + + - = 
Se ek Be ree, GE S'S こ = = 
+ - + - + - + + ~ = 
ー - + + + - + + = 3 
ー - + + + - + + = + 
ー - - -2- - + + = + 
+ - + - + - + + - = 
- - ーー +~ - + + - +4 
+ + + + + - - + = + 
+ -2+ + + 43 - + +1 
eo a e ーー = = = 
+ - + - + 412 + + - = 
+ - + + + - - + -  - 


Remarks are the same as Table l. 


あっ た . 

表 1 の 場合 と 同様 に 3 成績 の うち 2 回 以上 の 一 致 
で 整理 する と , G3, G5, G1 は 供 試 20 株 の うち 
それ ぞ れ 18, 17, 16 株 の 産生 ピオ シン に 感受 人 性 を 示 
し , し か も 表 1 の パタ ー ン と 同一 で あっ た が , 以下 
は W10 が 15 株 の , W 1 が 14 株 の , G 2 と W 7 が 13 株 
D, G7 と W5 が 12 株 の , G 4 と W 2 が 11 株 の , W 
3 と W 9 が 10 株 の 産生 ビオ ン ン に 感受 性 と , これ ら 
13 株 は 供 試 ピオ シン の 半数 また は それ 以上 に 感受 性 
を 示し た . 残る 7 株 で は G 8 が 9 株 の , W6 が 7 株 
D, W12 が 5 株 の , WI が 4 株 の , G6 と W8 が 2 
株 の , W4 が 1 株 の と 順次 狭い 感受 性 域 を 示し て い 
た . この 場合 20 株 の 産生 ど ビオ シン に 対す る 感受 性 パ 
ター ン は GーG 法 で 全く 同じ で あっ た W5 と W7 も 
含め て , すべ て 異 っ た 感受 性 パタ ー ン を 示し て い 
yo: 

両 型 別 法 の 比較 : 表 1 と 表 2 に つい て 2 回 以上 の 
一 致 成 績 を 指示 菌 発育 阻止 の 有無 と みな し , HALA 
法 問 で の 比較 を 行う た め 一 表 に まとめ て 示し た の が 


表 3 で ある . すなわち 単 一 の 符号 で 示し た の は 阻 目 
の 有無 が 両 法 で 一 致し た 場合 で あり , 不一致 の 場合 
は ほ は GーG 法 と DーW 法 で の 成績 を それ ぞ れ 左 と 右 に 
併記 し た . この 不一致 は 400 組 の うち 34 組 (8.5%) 
に み ら れ , その うち G 一 G 法 で ピオ シン の 産生 ある 
い は 指示 菌 の 感受 性 が 良い と 思わ れる 組 (エー で 示 
し た 組 ) は 28 組 で , 逆 た に DーW 法 で ピオ ォ オォ シン の 産生 
ある い は 指示 菌 の 感受 性 が 良い と 思わ れる 組 C+ 
で 示 し た 組 ) は 6 組 で あっ た . 従っ て 両 法 を 比較 し 
た 場合 GーG 法 で ピオ シン 型 列 法 を 行っ た 方 か が, 
D 一 W 法 で 行う より も より 高 率 に 被 検 株 の 産生 ビオ 
シン の 検出 が で きる も の と 思わ れ た だ - 

被 検 20 株 の ピオ シン 型 : 以上 で は 被 検 株 の 産生 ビ 
オォ シン の 指示 菌 個々 に 対す る 3 回 の 成績 の うち 2 回 
以上 の 一 致 で 論じ て きた . し か し 型 判定 の た め ぬ に ビ 
オン シン 型 別 成績 の 再現 性 を 考え る 場合 に は , 指示 菌 
セッ ト に 対す る 発育 阻止 ペタ ー ン , すなわち 各回 の 
型 判定 結果 で 論じ られ て いる . そこ で 表 1 と 表 2 の 
成績 に つい て , GーG 法 指示 画 に 対 し て は その 現 別 
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Table 3. Comparison of checker-board experiment by both methods 
Prod Indicator 
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Wl W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 WI W10 Wil W12 
Gol, ae Aa See Stee 1S nes ER a ee a VS, a a E 
G2 +- + キ ニー ーー オー キ + He キオ ーー tee - - +  - 
Goa =. Se a. S.A こ ここ oe ec, EE と 。 まま そこ 
6G4 キ a キー キー キチ ーー キー ee a a e ーー =- 
0 e e の だ の a, at a ee Be ee dee e 
G6 + + キー + ーー + - + - キ ーー + - + - + + -  - 
GI ee ee a ee ee ee や 件 だ 
G8+tt+t- + - + - キー + - キオ ー キ - + + - ニー 
Wl t+ = キキ キー ニニ HH ewe Hee SF Hee ニー = = = 
W2 + + + - キーー キー + - + - + - + - + + - - 
W 3 t+ t+ t+ tt キー キ tt キ ーー オー キ te + - + + - オー 
W4 + + tt + ttt ete - tee ti +- + 
W 5 + +t ttt ニー オー キ + キー ーー ーー オーー - + + - + 
W 6 + キ キ - +- キーー キ オーー キー +- +-+ + -  - 
W 7 + +t + + - キキ キ キー - - + - - + + - + 
W 8 + t+ + + + - + + + キー キキ + + キ - - + - + 
WO + + tt t+ tt e+ + + オー キ + + + - + + + 
Wis ee? oe, a TS i en EE ョ る と = 
Wl + + + - + - + - + = + ーー + - + + + + - | 
W2 + + + + + - + -t+ ++ - + + キ ーーー オー + - | 
+-: positive by only Gillies-Govan’s method, -+: positive by only 
Darrell-Wahba’s method. 
K, DーW 法 指示 菌 の 場合 は W 1 か ら W 8 の 範囲 で し た 場合 は , G3, G4, G5, G6, G7, G8, 


山口 977) の 型 別表 に 従っ て 型 判 定 し た 結果 を 表 
4 に まとめ た . この 表 で は 各回 の 指示 菌 発育 阻止 
ター ン が 一 致し た 場合 は それ に よっ て 判定 し た 型 
を , 不一致 の 場合 は 左 か ら 1, 2, 3 回 型 別 時 の 型 
を 列記 し た . な お 型 別表 に 合わ な か っ た パタ ー ン の 

合 uc と し た が , この 場合 ある 株 に 対す る いずれ 
か の 型 別 法 し か も いずれ か の 指示 菌 セッ ト の 範囲 
(一 連 の 3 成績 ) 内 の み で パタ ー ン の 異同 を 示す た 
め uc’ を 使用 し た . 従っ て 菌株 , 型 別 法 , 指示 菌 
セッ ト が 異 っ た 場合 uc の 相互 問 の 一 致 不一致 は 表 
1, 表 2 に よっ て 確認 する 必要 が ある . 

表 に 従っ て GーG 法 指示 菌 に 対す る 各回 の 発育 阻 
止 ペ ターン を 比較 し て みる . GーG 法 型 銘 で は G2, 
G3, G4, G5, G8, W2, W3, W4, W8, 
W 9 の 10 株 で 3 回 の 型 別 結果 が 一 致 , 残る 10 株 の 5 
ち 各 回 の 型 に それ ぞ れ 差 が か み ら れ た W 5 と W10 を 除 
く 8 株 で は 3 回 の うち 2 回 の 型 に 一 致 が か み ら れ た . 
これ に 対し て DーW 法 型 別に GーG 法 指示 菌 を 適用 


W2, W3, W4, W5, W6, W7, W8, W9, 
W11 の 15 株 で 3 回 の 型 が 一 致 , 残る 5 株 で は G 1, 
W1, Wio, W12 の 4 株 で 2 回 の 型 が 一 致 , 残る 
G 2 は 各回 異な っ た 型 を 示し て , GGE ORE 
な 結果 で あっ た . し か し , この 場合 両 型 別 法 で 全く 
同じ 結果 で あっ た G1, G4, G5, G8, W2, 
W4, W8 の 7 株 を 除き , 両 型 別 法 で 差 の あっ た 13 
株 に つい て 表 1, 表 2 を 参照 し つつ 詳細 に 比較 する 
と , G2, G3, G6, G7, W1, W3, W5, 
W9 の 8 株 で は GーG 法 に よる 産生 ピオ シン が より 
広域 に 作用 する 傾向 が 認め られ , 残る W6, W7, 
W10, W11, W12 の 5 株 で は 逆 に D 一 W 法 に よる 産 
生 ビ ピオ シン が 広域 作用 性 を 示 し て いた . 

次 に D 一 W 法 指示 菌 に 対す る 各回 の 発育 阻止 パタ 
ー ン を 比較 し て みる . GG 法 型 別 で は G5, G8, 
W1, W2, W3, W5, W7, W12 の 8 株 で 3 回 
の 型 が 一 致 , 3 回 の 型 が それ ぞ れ 違っ た G1, G6, 
W8 を 除く 9 株 で は 3 回 の うち 2 回 の 型 に 一 致 が み 


Table 4. Typing results of both indicator strains from Tables 1 and 2 
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Indicator G1~G8 


Indicator W1~W8 


oe GーG method D—W method G—G method D—W method 
G 1 uc uc uc’ uc uc uc uc uc’ L NT uc NT 
G 2 16 uc uc’ 16 uc uc uc’ uc uc uc’ 
G 3 29 5 uc uc’ uc NT 
G4 3 3 uc uc’ uc D 

G5 NT NT uc uc 

G 6 3 6 3 3 D ue d uc D d 
G7 uc uc’ uc’ uc uc uc uc’ uc uc uc’ 
G 8 3 3 uc D D ue 
W 1 18 18 uc uc 4 uc K 

W 2 3 3 D D 

W 3 10 1 E F 

W4 10 10 b f f F 

W 5 4 18 1 4 uc uc uc’ uc 
W 6 3 3 5 uc uc D uc uc 

W7 18 18 6 1 uc uc 

W 8 1 1 uc E a a 

W 9 10 33 Ab b B 
W10 uc uc 5 uc uc 33 uc uc uc’ uc uc uc’ 
Wil 3 3 uc 3 uc d d D d d 
W12 6 1 6 1 1 4 B B 


When typing results were different in three tests, resulted types were arranged 


in experimental order. 


uc and uc’ only mean the difference in individual combination, so uc or uc’ 
for other strains are regulary different each other. 


られ た . 一 方 DーW 法 型 別 で は G3, G4, G5, 
Wi, W2, W3, W4, W6, W7, W8, W12 
の 11 株 で 3 回 の 型 が 一 致し て お り , 毎回 異な っ た 型 
を 示し た G6, W9 の 2 株 を 除く 7 株 で は 2 回 の 型 
に 一 致 が か み ら れ , この 場合 も せ ーG 法 より 一 致 率 が 
良かっ た . し か し , こと こ で も ゃ 両 型 別 法 で 全く 同じ 結 
果 を 示し た W 2, W7, W12 の 3 株 を 除く 17 株 に つ 
いて 表 1, 表 2 を 含め て 詳し く 比 較 す る と , G-G 
法 指示 菌 8 株 と W1, W3, W4, W5, W9, W 
10 の 計 14 株 で は で ーG 法 に よる 産生 ピオ シン の 作用 
域 が 広く , 残る W6, W8, W11 の 3 株 の み が 逆 に 
D--W 法 に ょ る 産生 ビオ シン の 広域 な 作用 性 を が し 
て いた . 

教室 保存 G-G 法 型 株 の 型 別 

教室 で GーG 法 ピオ シン 型 別 を 反復 し て 行い , 成 
績 再現 性 良好 で ある こと を 確認 し , GーG 法 指示 菌 
の 検定 用 型 株 と し て 保存 し て きた 14 株 (1 型 と 16 型 


は 英国 由来 型 標準 株 ) を 対象 に, 前 実験 と 同じ く 指 
WAZO LT, 同一 日 に 両 型 別 法 を 実施 し た . 
この 場合 4 週間 隅 で 3 回 の 型 別 を 行っ た . 

G—G 法 に よる 指示 菌 発育 阻止 表 5 に 示し た よ 


うに , 3 回 の 成績 に 不一致 が みみ られ た の は 280 組 の 
らち 24 組 (8.6%) で あっ た . これ を 供 試 株 の ビオ 


シン 産生 性 の 安定 性 と し て 表示 成績 を 横 に みる と , 
全く 不一致 を 認め ず 安 定 で あっ た の は Ty. 3, Ty. 
5, Ty. 24, NT ( 非 産 生 ) の 4 株 で あり , Ty. 6, 
Ty. 10, Ty. 16 の 3 株 で は それ ぞ れ 1 組 , Ty. 1, 
Ty. 22, Ty. 27, Ty. 29 の 4 株 で 各 2 組 , Ty. 14 
は 3 組 , Ty. 11 と Ty. 33 で は それ ぞ れ 5 組 に 不 一 
致 が あっ た . HEREN > tORERL LCR 
を 縦 に みる と , G3, G5, G8, W2, W3, 
W4, W10 の 7 株 で は 常に 一 致 , 以下 不一致 か み ら 
れ た の は , G1, G6, W1, W5, W8, W9 の 
6 株 で は それ ぞ れ 1 組 の 不一致 。G2, G4, G 
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Table 5. 

Test 

strain Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 Wl 
Ty. 1 + + + + + - + + + 
Ty. 3 + + + - + - + - + 
Ty. 5 - - - - + - - - + 
Ty. 6 + + + 424+ - + - + 
Ty.10 + + + + + 41+ ++ 
Ty.11 + ++ - - - +- -2 
Ty.14 -l- + - + - + - + 
Ty.16 + - + + - - + + + 
Ty.22 + + + - + + + - + 
Ty.24 - - + + + - + + + 
Ty.27 + - + - + - +- + 
Ty.29 - +2 - - + - - - + 
Ty.33 + + + -14+ + + - + 
N T - = =- = ーー ーー - - - 
Typings were repeated three times 


Symbols are the same as Table 1. 


7, W6, W7 の 5 株 で 2 組 ず つ に , W11 と W12 で 
は それ ぞ れ 4 組 に 不一致 が み ら れ た . GーG 法 指示 
画 8 株 の 場合 は 112 組 の うち 8 組 7.1%) で あっ た 
の に 対し , DーW 法 指示 菌 12 株 で は 168 組 の うち 16 
組 (9.5%) と や や 多い 傾向 で あっ た が W1~W 8 
の 範囲 で みる と 7 組 6.3%) と 少な か っ た ・ 

3 回 の うち 2 回 以上 の 一 致 で 指示 菌 発育 阻止 の 有 
無 を 判定 する と , すなわち 表 5 の 符号 に 付記 し た 数 
字 を 外し て 考え る と , W 1 が 供 試 14 株 の う ち 12 株 の 
産生 ピオ シン に 感受 仁 を 示し , G3, G5, G7, 
W10 が 11 株 の 。G1 が 9 株 の , G2, W3, W5, 
W7 が 8 株 の , W6, W9 が 7 株 の 産生 ビオ シン に 
感受 性 で , これ ら 12 株 は 非 産 生 を 除く と 試験 し た ビ 
ォ オォ シン の 半数 以上 の 阻止 を 受け て いた こと と な る . 
残る 8 株 で は W 4 が 6 株 の , G4, W2 が 5 株 の , 
G 8 が 4 株 の , G6, W8, W11, W12 が 3 株 の 産 
生 ビ ピオ シン に 感受 性 と 順次 感受 性 域 が 狭く な っ て い 
た . 

DーW 法 に よる 指示 菌 発育 阻止 : 供 試 14 株 の D 一 
W 法 に よる 型 別 結果 は 表 6 に 示し た . 3 回 の 成績 に 
不一致 が み ら れ た の は 280 組 の う も 34 組 (12.1%) 
と GーG 法 に 比 し て 多かっ た . これ を 供 試 株 の ピオ 
シン 産生 性 の 安定 性 と し て 表 の 成績 を 横 に みる と , 
不一致 が 全く な か っ た の は Ty. 3 の み で , Ty. 6, 


W2 


I 二 | | 圭二 1 i+ 


+ 


in 


Pyocine typing of the type strains by Gillies-Govan’s method 


Indicator 


W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 W11 W12 
+- + + + - + + 41 -1 
+- + - +- + + - | 
ー + ニー ーー ーー ーー = + ー ー 
+ - + - + - + + - = 
+ + + + + + + + + + 
- - + B+- - - - >- 
ー ーー ーー = = = - + 41 -l 
+ + - + = - -l - - = 
+ + + + + + + + = -1 41 
ー - - + - - + + = = 
ー - + - 41- - + = = 
- + - -l- ーー - + = = 
+ + 424 + 43+ + -1 41 
+ - =- - = - = ー ー - 
every four weeks. 


Ty. 16, Ty. 24, Ty. 29 の 4 株 で は それ ぞ れ 1 組 , 
. 1, Ty. 5, Ty. 27 の 3 株 で 各 2 組 , Ty. 22 と 
Ty. 33 で 3 組 ず つ , Ty. 14 と NT で それ ぞ れ 4 組 , 
. 10 と Ty. 11 で 各 5 組 と 順に 不一致 が 多く な っ 
て いた . 一 方 表 を 縦 に 指示 菌 側 か ら 成 績 の 安定 度 を 
みる と , G8, W4, W9 の 3 株 が 完全 に 一 致 , 以 
下 G1, G3, G4, G6, W2, W5, W6, W 

7, W8, W10 の 10 株 で は それ ぞ れ 1 組 の 不一致 , 
W3 に 2 組 , G2 と W12 で 各 3 組 , G5, G7, W 
1, W11 の 4 株 で は それ ぞ れ 4 組 の 不一致 が あっ 
た . GーG 法 指示 菌 8 株 に つい て は 112 組 の うち 15 
3.4%) で あっ た の に 対し て , D 一 W 法 指示 菌 
12 株 で は 168 組 に 19 組 (11.3%), W1 ~W8 の 8 株 
CAS EMM 0.8%) と 少な い 傾向 が あっ た . 

表 5 の 場合 と 同じ く 3 成績 の うち 2 回 の 一 致 で 指 
示 歯 発育 阻止 の 有無 を 判定 する と , G 3 と W10 が 供 
試 14 株 の 産生 ビオ シン の うち も 11 株 の それ に 感受 性 を 
示し , G1, G5, G7 が 10 株 の , W5 と W7 が 8 
株 の , G2, W1, W9 が 7 株 の と , 以上 10 株 が 供 
試 ピ オシ ン の 半数 以上 の 作用 を 受け て いた . 残る 10 
株 で は W 3 と W6 が 6 株 の , G4, G8, W2 が 4 
REM, W11 と W12 が 3 株 の , G6 と W8 が 2 株 の , 
W4 が 1 株 の 産生 ビオ シン の 阻止 を 受け て , 順次 に 
狭い 感受 性 域 と な っ て いた . 
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Table 6. Pyocine typing of the type strains by Darrell-Wahba’s method 
a he ig a a ee ee eA 


Test Indicator 
strain Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 W11 W12 
Ty. 1 + + + + + - + + + + + - + + + - + + + -1 
Ty. 3 + + + - + - + - + - + = + ーー + - + + - | 
Ty. 5 =- - = = 43 - = = = = = - = = = = = +3 - ー 
Ty. 6 + + + -3+ - + - + + + = + - + - + + - = 
Ty.10 + + + + -3 -2 4+ + 434 -2+ 434 4+ - + + + + 
Ty.11 + ++- - - 41 - - ーーー - + 424H1- ーー - - | 
Ty.14 42 - + - +- +- - - - - = = = = = + +1 = 
Ty.l6 + - + - =- -2+ - - - = = - ーー ーー ーー = = |= 
Ty.22 + + +- + + + - + - + - + + aa + -1 H 
Ty.24 = - + + + - + + + +2 - - - + - - + + - | 
Ty.27 + - + - + - +L- -l- - - + - + - >- + ー ー 
ys2 の デー テル エー oe / 半 っ マテ ee こら = エニ ーー ご ニニ = + ー ー 
Ty.33 + + + - + + + = 43 - + - + 4+ + + + +  -1 + 
N T - -l~ ーー -l- - = -l- R- - ーー - - >= = = = 


Remarks are the same as Table 5. 


Table 7. Comparison of both methods using type strains 


Test Indicator 

strain Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 W1 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W8 W9 W10 W11 W12 
Ty. 1 + + + + + - + + + + + - ++ + - + + +  - 
Ty. 3 + + + - + - + - + - + - + - + - + + - = 
Ty. 5 - - - = + = = = +- = += = = = = + - >- 
Ty. 6 + + + オー キ - + - + + + - + - + - + + -  - 
Ty.10 + + + + キー キー キキ + 4+ + t+ + + キ t+ + + + 
Ty.11 + + + - - = + = = = = = + + + = = = = = 
Ty.14 -t- + - + - + - +- - = = = = = = + +  - 
Ty.16 + - + + - - ++ オー キー キー キキ ーー オーー ーー ーー ーー -  - 
Ty.22 + + + - + + + - + = + オー キ + + + + + = + 
Ty.24 - - + + + - + + + + = = - + - - + + - = 
Ty.27 + - + - + - + - +-- - - + - + = = + - = 
Ty.29 - +- - + - = = ー キ ーー ニーー += = = = - + - = 
Ty.33 + + - + + + - + - + ++ + + + + + - + 
NT - =- =- = = č = = - - = + - ーー ーー ーー ーー = ー ー ー 


Remarks are the same as Table 3. 


両 型 別 法 の 比較 : 交差 試験 の 場合 と 同様 に 表 5 と 7.5%) に 差 が あっ た が , その うち GーG 法 で の み 
表 6 の 成績 で 3 回 の うち 2 回 の 一 致 成績 を 取り ( 符 阻止 が あっ た の が 20 組 , DーW 法 に 限っ て 阻止 の 認 
号 に 併記 し た 数 字 を 外 し て ) , 一 表 に 整理 し た の が ぬら れ た の は わずか 1 組 で あっ て , ここ で も GG 
表 7 で ある . 表 で は 両 型 別 法 の 結果 が 一 致し た 場合 法 に よっ て DーW 法 より 高 率 に 被 検 株 の 産生 ピオ シ 
は 単 一 の 符号 で , 差 が か あっ た 場合 左 に GーG 法 , A ン が 検出 で きる こと が 示さ れ て いた . 

に DーW 法 で の 態度 を 示し た . 280 組 の うち 21 組 被 検 14 株 の ピオ シン 型 : 交差 試験 の 場合 と 同様 に 
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表 5, 表 6 に 基づき 各回 の 型 判 定 結果 を まとめ た の 
が 表 8 で ある . 

GーG 法 の 条件 で 型 別 を 行い GーG 法 の 指示 菌 
で 判定 する と , Ty. 1, Ty. 3, Ty. 5, Ty. 16, 
Ty. 22, Ty. 24, NT ( 非 産生 ) の 7 株 で は 完全 
な 再現 性 を 伴っ て , Ty. 6, Ty. 10, Ty. 11, Ty. 
14, Ty. 27, Ty. 29 の 6 株 で は 2 回 の 成績 再現 で 
期待 し た ピオ シン 型 を 示し , Ty. 33 の み は 第 1 回 
は 33 型 を 示し た が , 続く 2 回 の 成績 に ょ り 22 型 と 判 
ETA ほか な か っ た . D 一 W 法 の 条件 で 型 別 を 行 
い , GGG 法 の 指示 菌 で 判定 する と , Ty. 1, Ty. 
3, Ty. 5, Ty. 11, Ty. 22, Ty. 24, Ty. 27, 
Ty. 33, 非 産生 の 9 株 は GーG 法 の 判定 と 同一 型 
を 示し た が , Ty. 6 は 3 型 , Ty. 16 は uc, Ty. 29 
は 5 型 と 判定 され , Ty. 10 と Ty. 14 で は 毎回 異な 
っ た 態度 を 示し て いた . 表 7 で 両 条 件 で の 指示 菌 の 
作用 の 不一致 点 を みる と , Ty. 6 対 G 4 , Ty. 10 対 
G5 お よび G6, Ty. 16 対 G7, Ty. 29 対 G 2 で 
は DーW 法 の 条件 で ピオ シン 作用 が 認め られ な く な 
っ て いる が , Ty. XG 1 で は 逆 に ビオ シン 作用 が 
追加 され て いた - 

DーW 法 の 指示 菌 8 株 で 判定 する と , Ty. 1 が か B 
Al, Ty. 3 RDM, Ty. 6 が uc, Ty. 24 が uc, 
NT が uc と 両 条 件 で 同一 型 に 型 別 で きた ほか は , 


両 条 件 で の ピオ シン 産生 に 差 が み ら れ , 特に DW 
法 の 条件 で 非 産生 で あっ た 株 が GーG 法 の 条件 で は 
ビオ シン 産生 を 認め る 株 が 4 株 み ら れ た . また 表 7 
に よる と 両 条 件 で の 指示 菌 に 対す る 作用 の 不一致 点 
は すべ て GーG 法 の 条件 で ピオ シン 作用 を 認め て い 
Fe: 

分 離 保存 株 の 型 別 

材料 と 方 法 の 項 で 述べ た 佐世保 分 離 の 保存 株 174 
株 を 同じ く 指示 菌 を 20 株 と し て , 1 群 の 菌 に つい て 
は 同一 日 に ご ーG 法 と D 一 W 法 の 培養 条件 に より , 
3 ~ 4 週間 隔 で 3 回 の 型 別 を 行っ た . 

GーG 法 に よる 弄 別 成績 : 表示 は 省く が 174 株 の 
指示 菌 20 株 に 対す る 3,480 成 績 の うち 3 回 の 成績 が 
一 致し た の は 3,330 (995.7%) で あっ た . これ を 供 
試 株 の ピオ シン 産生 性 の 安定 性 と し て みる と , 全く 
不一致 が な く 安定 で あっ た の は 76 株 , 1 組 の 不一致 
が 60 株 , 2 組 が 29 株 , 3 組 が 6 株 , 4 組 が 1 株 , 5 
組 が 2 株 と な っ て いた . 一 方 指示 菌 側 か ら の 安定 度 
と し て みる と , 全く 不一致 が な か っ た 指示 菌 は 一 つ 
bl, G1, G2, G3, G7, W10 が 1 組 , G 
5, W2, W58:2%, G4, W7, W11 が 3 組 , 
W3 が 4 組 , W1 が 5 組 , W6, W9 が 6 組 ,G8 
が 7 組 と 続き , G6 は 22 組 , W12 は 23 組 , W 8 は 28 
組 , W 4 は 最も 多く 29 組 に 達し て いた . GーG 法 指 


Table 8. Typing results of type strains from Tables 5 and 6 

Test Indicator G1~ G8 Indicator W1~W8 
strain G—G method D—W method G—G method D—W method 
Ty. 1 1 1 B B 
Ty. 3 3 3 D D 
Ty. 5 5 5 NT uc NT 
Ty. 6 6 3 6 3 6 uc uc 
Ty.10 1 10 10 uc uc’ 1 A E a uc 
Ty.11 uc 11 11 uc 11 11 uc uc’ O uc uc’ uc” 
Ty.14 uc 14 14 uc 14 27 P NT 
Ty.16 16 uc 16 uc uc NT 
Ty.22 22 22 uc uc uc’ uc’ 
Ty.24 24 24 uc uc uc’ uc 
Ty.27 uc 27 27 uc 27 27 uc uc’ uc’ uc O O 
Ty.29 29 5 29 uc 5 5 uc uc’ uc’ NT 
Ty.33 33 22 22 22 uc uc’ C uc 

NT NT uc NT NT uc uc NT uc 


Remarks are the same as Table 4. 


ARE 8 株 に 対す る 1,392 成績 の うち に は 38 組 (2.7 
%) の 不一致 が か み ら れ , 一 方 D-W 法 指示 功 12 株 で 
は 2,088 成 績 の うち 112 組 (5.4%) , これ を W 1 ~ 
W8 の 範囲 で みる と 79 組 (5.7%) と な っ て いた . 

供 試 174 株 を 各回 の G 1 て G 8 また は W1~W8 
OS SFR IER EL CHE L, 型 と し て 2 回 
以上 一 致し た も の で 最終 判定 , その 結果 を 相関 的 に 
示 し た の が 表 9 で ある . 本 来 の 方 法 で ある GーG 法 
指示 8 株 に よる 型 別 結果 は 10 型 77 株 , 1 型 61 株 , 
3 型 20 株 , 非 産 生 5 株, 5 型 3 株, 30 型 と 型 別 不能 
( 表 11 の uc C) それ ぞ れ 2 株 , 6 型 と 2 種 の 型 別 
不能 ( 表 11 の uc A, uc B) 各 1 株 と 173 株 が 10 種 
の 型 に わか れ , 残る 1 株 は 3 回 の 型 が それ ぞ れ 異な 
る variable type (VT) で あっ た . これ ら の うち 3 
回 の 型 が 一 致し た の は 10 型 64 株 , 1 型 50 株 , 3 型 16 
RR, 5 型 2 株 , 30 型 2 株 , 型 別 不能 3 株 Cuc A 2 
株 , uc B 1 株 , 表 11 参 照 ), 非 産生 5 株 の 計 142 株 
T, VT を 除く 173 株 の 82.1 で あっ た . 一 方 Dー 
Wikia EA 8 株 で の 型 別 結果 は a 型 43 株, B 型 40 
株 , b 型 27 株 , A 型 2 株 , 非 産 生 7 HK, D 型 5 株 , 
d 型 3 株 , P 型 2 株 , ERLE KMS 1, 型 別 不能 
19%k C5, 1, 2, 1, 5, 1, 1, 1, 1, 1 株 
ずつ の 10 種 の 型 , 表 12 参 照 ) と 170 株 が 20 種 の 型 を 
示し , 残る 4 株 は VT で あっ た . この 場合 3 回 の 
型 が 一 致し た の は B 型 29 株 , a 型 26 株 , b 型 20 株 , 
A 型 9 株 , D 型 4 株 , d 型 3 株 , 人 非 産生 3 株 , 型 別 
不能 11 株 ( 表 12 の uc 1 2 株 , uc 5 5 株 , uc 
6, 7, 8,10 各 1 株 ) の 計 105 株 で , VT 4 株 
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を 除く 170 株 の 61.8 ダ で あっ た . また 本 表 の 成績 は 
GーG 法 で 多数 株 の 属し た 10 型 , 1 型 , 3 型 が Dー 
W 法 指示 菌 8 株 また は その 一 部 の 追加 使用 に よっ て 
亜 刑 絢 で きる こと を 示し て いる と も いえ る . 

DーW 法 に よる 型 別 成績 : この 場合 も 表示 は し 
な いかが, 174 株 を 指示 菌 20 株 で 型 別 し て 得 た 3,480 
成績 の うち 3 回 の 成績 が 一 致し た の は 2,986 成績 
(85.8%) で あっ て , GーG 法 の 場合 に 比較 し て 低 
率 で あっ た . これ を 供 試 株 の ピオ シン 産生 性 の 安定 
性 と し て みる と , 全く 不一致 が な く 安 定 で あっ た の 
は 41 株 , 1 組 の 不一致 が 47 株 , 2 組 が 29 株 , 3 組 が 
12 株 , 4 組 が 14 株 , 5 組 が 5 株 , 6 組 が 3 株 , 7 組 
が 3 株 , 8 組 が 4 株 , 9 組 が 4 株 , 10 組 が 1 株 , 11 
組 が 2 株 , 13 組 が 1 株 , 14 組 が 2 株 , 15 組 が 5 株, 
最高 17 組 の 不一致 が 1 株 み ら れ , ビオ シン 産生 性 の 
安定 度 は GーG 法 に 比 し て か な り 劣 っ て いた ・. 一 方 
指示 菌 側 か ら の 安定 度 と し て みる と , ここ で も 全く 
不一致 が な か っ た 指示 菌 は み ら れ ず , W8 が 3 組 , 
G 4 が 14 組 , G1,G3,G6, G8 が 16 組 , G2, 
G7 が 18 組 , W1: 19, W2 : 21, W12: 22, W 
7: 24, W9: 25, W6: 28, W10: 32, W 3 : 34, 
G5: 35, W5: 41, W4: 45, W11 は 最高 の 47 組 
に 達し て いた . G-G 法 指示 菌 8 株 に 対す る 1,392 
成績 の うち 153 組 1.0%) の 不一致 で あっ た の に 
対し て , DーW 法 指示 菌 12 株 で 2,088 成 績 の 2 ち 341 
1 (16.3%), これ を W1~W 8 の 範囲 で みる と 215 
415.4%) と な り , GーG 法 に 比 し 指示 菌 の 安定 
性 は か な り 和 劣っ て いた . 


Table 9. Pyocine types of 174 isolates by Gillies-Govan’s method applying 
indicators G1~G8 and Wl~W8 


G-G D—W type obtained by G—G method 

type A a B b D d E K P uc VT NT Total 

1 4 18 33 1 1 1 3 61 

3 5 12 20 

9 1 2 3 

6 1 1 

10 18 25 6 27 1 77 

30 2 2 

uc 1 2 1 4 

VT 1 1 

NT 5 5 


Total 22 43 40 27 5 
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この 成績 を 表 9 と 同様 に , 各回 の GーG 法 また は 
D 一 W 法 指示 菌 に 対す る 態度 で 判定 し た 型 の 再現 性 
に 基づい て 整理 し た も の が 表 10 で ある . D 一 W 法 指 
示 菌 の うち W1-W8 の 8 株 に ょ り 型 別 し た 結果 は 
B 型 78 株 , D 型 18 株 , a 型 16 株 , F 型 と 非 産生 各 
10 株 , EAU 3, HÆ 2 株 , 型 別 不能 12 株 (2 , 
2, 1, 1, 1, 1, 4 株 ずつ の 7 種 , 表 12 参 照 ) 
と 151 株 が 16 種 の 型 に 分 散 し , 残る 23 株 は VT と 
な っ て いた . この 場合 3 回 と も 同一 型 を 示し た の は 
B 型 41 株 , D 型 13 株 , 非 産生 6 株, a 型 4 株 , F 型 
3 株, OWM, PHW, 型 別 不能 の 2 種 ( 表 12 の uc 6 
と uc 10) の 各 1 株 と 計 71 株 で VT を 除く 151 株 
DAT.0% CH othe. 一 方 で ーG 法 指示 菌 に より 判定 
し た 結果 は , 1 型 110 株 , 3 型 21 株 , 10 型 11 株 , JE 
産生 8 株 , 6 型 2 株 , 30 型 1 株 , 型 別 不能 9 株 C, 
3, 2, 3 株 ずつ の 4 種 , 表 11 参 照 ) と 162 株 が 10 
種 の 型 と な り , 残る 12 株 は VT で あっ た . これ ら 
の うぅ うち 1 型 75 株 , 3 型 20 株 , 10 型 6 株, 非 産生 5 
株 , 6 型 と 型 別 不能 ( 表 11 の uc O の 各 2 株 , 型 
別 不能 ( 表 11 の uc D) 1 株 の 計 111 株 (VT を 除く 
162 株 の 68.5%) は 3 回 の 型 が 一 致し て いた . この 
表 の 成績 も DーW 法 で 多数 株 の 属し た a 型 , BA, 
DAU, F 型 の 細分 が な GーG 法 指示 菌 ま た は その 一 部 
の 追加 使用 で 亜 型 別 が 可能 で ある こと を 示し て いる 
と いえ る が , B 型 を 除い て は 余り 明確 で は な か っ 
Tea 
両 型 別 法 の 比較 : 供 試 174 株 の 型 別 成績 の うち も 各 
型 別 法 で で ーG 法 指示 菌 の 部 分 に つい て 両 法 で の 結 


果 を 対比 させ た の が 表 11 で ある . いずれ の 型 別 法 で 
も 10 種 の で ピオ シン 型 に 型 別 され , 20 株 以上 が 所 属し 
た ビオ シン 型 は 両 法 と も に 1 型 , 3 型 , 10 型 で あっ 
た . これ ら 3 種 の 型 の うち も 10 型 は ビーG 法 で は 77 株 
で あっ た が か が, DーW 法 で は 11 株 と な り 残る 66 株 の 5 
ち 61 株 は G 6 へ の 阻止 を 欠い た 1 型 へ , 2 株 は 6 指 
示 画 を 阻止 する 型 別 不能 , 3 株 は VT と 判定 され , 
1 型 は な ビーG 法 で は 61 株 あっ た も の が , DーW 法 で 
は 49 株 で , 残る 12 株 は 非 産生 2 株 を 含む 指示 菌 に 対 
する 阻止 が 少な く な っ た 型 , また は VT と 判定 さ 
h, GーG 法 で の 3 型 は DーW 法 で も 3 型 で あっ 
た . 本 表 を 全体 と し て みる と DーW 法 に よる 1 型 へ 
の 偏在 と VT の 増加 が 著 明 で あっ た . 

表 12 は D 一 W 法 指示 菌 の うち W 1 ~W 8 の 部 分 を 
用 いて 得 た 両 法 で の ビオ シン 型 を 対比 させ た . D- 
W 法 の 条件 で 型 別 す る と 山口 の 型 別表 に ある 9 種 と 
型 別 不能 の 7 種 の 計 16 種 に 型 多 され た の に 対し て , 
G 一 G 法 で は 型 別表 の 10 種 と 型 別 不能 の 10 種 計 20 種 
と な っ て いた . 10 株 また は それ 以上 が 属し た ビオ シ 
ン 型 は DーW 法 に よる と B 型 78 株 , D 型 18 株 , a HY 
16 株 , F 型 と 非 産生 各 10 株 の 5 種 で あっ た が , G 一 
G 法 で は a 型 42 株 , B 型 40 株 , b 型 27 株 , A 型 23 株 
の 4 種 で あり , 非 産生 は 7 株 と 減じ て いた . D-W 
法 B 型 78 株 の うち G 一 G 法 で も B 型 と 判定 され た の 
は 32 株 で あり , 22 株 は a A, 14 株 が b 型 , A 型 が 8 
株 と 阻止 され た 指示 菌 数 の 増加 が み ら れ , D 弄 18 株 
も うち 5 株 が 同型 で あっ た ほか は d 型 3 株 , 5 種 の 
型 別 不能 9 株 と いずれ も 発育 阻止 指示 菌 数 が 増し て 


Table 10. Pyocine types of 174 isolates by Darrell-Wahba’s method applying 
indicators G1~G8 and W1~W8 


G—G D—W type 

type a B D E F H O P uc VT NT Total 

1 15 65 2 9 3 16 110 

3 16 4 1 21 

6 2 2 

10 11 11 

30 1 1 

uc 1 1 1 1 2 1 2 9 

VT 1 1 1 2 5 2 12 

NT 1 5 8 


Total 16 78 18 3 10 


1 1 12 23 10 174 
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Table 11. Pyocine types of 174 isolates by both methods using indicators G1~G8 


Type and Pattern Type by D-W method 
by G-G method 10 1 6 3 30 uc B C D E VT NT Total 
10 ++++++++ 11 61 2 3 77 
pet le os chee ae 49 1 3 6 2 61 
キキ キキ オキ 一 キー 1 + 
キキ キー キー キー 20 20 
30 一 上 エーーーーー 1 1 2 
5 ーーーー キ ーーー 3 3 
Wie Ay Seep a Ss 1 1 
uc B +++ 1 1 
uc C ae 2 2 
VT 1 1 
NT SS 2 3 5 
Total 11 110 2 21 1 1 3 2 3 12 8 174 
E +++—-—44, uc E: キキ ーーー+. 


Table 12. Pyocine types of 174 isolates by both methods using indicators W1~W8 


Type and Pattern Type by D-W method 

by G-G method a BE F DOH Puc 5 691011 12 13 VT NT Total 
A H+ 6 82 1 1 5 23 
a トト トト トト - 9 22 1 10 42 
b det ttt 14 1 7 3 2 27 
B HH- 32 1 1 1 3 2 40 

E キナ トー キト トト 1 1 

d キー キー オー 上 3 3 

D キー キー キー キー 5 5 
K ー キ ーー キー キー 1 1 

P 十 一 ーーーーーー 1 1 2 
uc l1 ++HHe++ 3 2 5 
uc 2 +++4+-+++ 1 1 
uc 3 オー キー キキ 2 2 
uc 4 H-t 1 1 
uc 5 +-+-+++- 2 2 ag J 
uc 6 +-+++-+ 1 1 
uc 7 ++-+---- 1 1 
uc 8 +--+---- 1 1 
uc 9 -t-+---- 1 1 
uc 10 -+------ 1 1 
VT 2 1 1 4 
NT — パー-ーーーーーーー 1 1 5 7 
Total 16 78 3 10 18121 221 1 1 1 423 10 174 


uc 11: オキ ーー キト ー 。 uc 12: ++e+-+-, uc 13: He--H-. 
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お り , a 型 16 株 の 場合 9 株 は a 型 , 1 株 は 型 別 不能 
で 阻止 し た 指示 菌 数 は 同じ で あっ た が , 6 株 は A 型 
と 増加 , F 型 10 株 も B 型 の 1 株 を 除い て は A 型 と a 
型 各 1 株 , b 型 7 株 と , また 非 産生 10 株 の うち 5 株 
に も 阻止 され た 指示 菌 の 増加 が み ら れ た . 表 11 の 場 
合 と 同様 に 本 表 を 全体 と し て みる と , GーG 法 に よ 
る と 特定 型 へ の 偏 り は 著 明 で な い の に 対し て , D- 
W 法 で は B 型 へ の 偏在 と 多数 の VT 株 の 存在 が 目 
立っ た . 


総 反 と 考察 


緒言 で 述べ た よう に 本 研究 で は , 交差 塗 抹 法 に ょ 
る ピオ シン 型 別 法 と し て それ ぞ れ 独自 に 提唱 され , 
一 部 で は 応用 され て きた D 一 W 法 と GーG 法 に つい 
T, 各 方 法 に 他 法 の 指示 菌 ま で を 含め て の 型 別 を 行 
っ た . その 目的 は 従来 全く 報告 の な か っ た 指示 菌 の 
相互 利用 に より , 両 型 別 法 を 比較 検討 する 点 に あっ 
た . 成績 の 部 で は 被 検 菌 群 そ れ ぞ れ の 成績 を 記述 し 
て きた が , 以下 で は 全 被 検 株 と し て みた 両 法 の 比較 
を 行っ て みる . 

まず 被 検 株 と 個々 の 指示 菌 の 問 に 得 ら れ た 3 成績 
の 不一致 率 と し て みる と , GーG 法 で は 指示 菌 交 差 
試験 , 型 株 の 型 別 , 分 離 保存 株 の 型 別 の 順に , 既 述 
の よう に 42/400 10.5%) , 24/280 (8.6%) , 
150/3,480 (4.3%) と な り , 合計 する と 216/4,160 
(5.2%) で あっ た . これ に 対し て DーW 法 で は 26/ 
400 (6.5%) , 34/280 (12.1%) , 494/3,480(14.2 
%) , 合計 554/4,160 13.3%) と GーG 法 に 比 し 
て 約 2.5 倍 の 率 に な っ て お り , どーG 法 に お いて 一 
致 率 が 良い と まとめ ぬら れる . 

つぎ に ピオ シン 弄 別 に 際 し て の ピオ シン 産生 その 
も の , また は 一 旦 産生 され た ビオ シン の 不 活化 の 抑 
制 の 面 に つい て は , 交差 試験 と 型 株 の 型 別 の 場合 そ 
れ ぞ れ 3 回 の うち 2 回 以上 の 一 致 を 基準 に 表 3 と 表 
7 に 示し た . 両 表 か ら で ーG 法 で 産生 ・D 一 W 法 で 
非 産生 また は 逆 の 場合 を 集計 する と , それ ぞ れ 48 組 
と 7 組 と な り , G-GHEOA で 検出 され る 場合 が 
D--W 法 の み で 検出 され る 例 に 比 し て ほほ 7 倍 と な 
る . この 成績 の 基礎 で ある 表 1 と 表 2 お よび 表 5 と 
表 6 に よっ て , 指示 菌 の 感受 性 に は 問題 が か な か っ た 
も の と みな し て , 両 法 で の 各回 の 成績 に 差 が か あっ た 
も ゃ の を 集計 する と , それ ぞ れ 120/1,200 A0%) , 
75/840 (8.9%) と 著 差 は な く , 36G-GHOA 


陽性 が 82 十 67=149,DーW 法 の み 陽 性 が 38 十 8 ニ 46 
と な る . GーG 法 の み で の 検出 が 逆 の 場合 の 約 3 倍 
と 上 記 約 7 倍 に 比 し て 低下 し た が , ビーG 法 で は D 
ーW 法 より ピオ シン 検出 率 が 高い こと は 明らか と な 
っ た . この よう な 集計 は 分 離 保存 株 に つい て は 行わ 
な か っ た が , この 傾向 は 表 11, 表 12 の 説明 で 述べ た 
よう に , GーG 法 に お いて DーW 法 の 場合 よ ょ り 広域 
作用 性 の ビオ シン 型 に 型 別 され る 例 が 多かっ た 点 か 
ら ゃ 支持 され る ・ 

つい で 今回 得 ら れ た 成績 を 産生 側 に 問題 が な な か っ 
た も の と みな し て , 各 指 示 菌 に つい て 考え て みる . 
被 検 各 菌 群 に つい て 個々 の 指示 菌 が 示 し た 既 述 の 不 
一 致 を 集計 する と , GG 法 で 実施 し た 場合 G5 は 
分 離 保存 株 の み に 2 株 , G 3 と W10 で は それ ぞ れ 計 
3 株 , G1 と W5 : 5 株 , G7, W2, W3: 6 
Ek, G4 と W7 : 7 株 , W1 と W11: 8 株 , G2 と 
G8: 9 株 , W6 と W9:10 株 , G6 : 23%, W 
12 : 28 株 , W 8 : 30 株 , 最も 多い W 4 で 31 株 の 順 と 
な る の に 対し て , DーW 法 で は 最も 少な か っ た W 8 
が 7 株 , つづ く G4 と G8 は 16 株 , G 1 : 17%, G 
3 と G6 :18 株 , W2 :23 株 ,G2 と W1 : 24 株 , 
G7, W7, W9 : 25 株 , W12 : 27 株 , W 6 : 31 
Rk, W10 : 35 株 , W3 : 36%, G5 : 40 株 , W5 : 
44 株 , W 4 :48 株 , 最高 の W11 が 51 株 と , G6, W 
8, W12 を 除い て は いずれ も 多く な っ て いた . この 
結果 か ら み て も GーG 法 に お いて 成績 の 安定 性 が す 
ぐれ て いる と いえ を える. 

第 4 と し て 以下 で は 各回 の 型 別に 当っ て の 指示 菌 
発育 阻止 パタ ー ン と し て 再現 性 の 集計 を 行っ て み 
る . この 際 指 示 菌 20 株 と し て の 比較 は 行わ ず , BER 
の 範囲 で ある G1~G 8 また は W1 一 W 8 の それ ぞ 
れ に 対す る 両 法 で の パタ ー ン と し て まとめ る こと と と 
する . GーG 法 に よる G1CG 8 の 場合 , 交差 試験 
で は 表 4 から 3 回 一 致 が 10/20, 2 回 一 致 が 8/20, 
型 株 の 型 別 で は 表 8 か ら 同 じ く 7/14, 7/14, 分 離 保 
存 株 の 型 別 で は 既 述 の よう に 142/174, 31/174, 全 
株 と し て みる と 159/208, 46/208 と な る . GーG 法 
に よる W1~W 8 で は 順に 8/20, 9/20, 10/14, 
2/14, 105/174, 65/174 で 計 123/208, 76/208, D 一 
W 法 に よる G1~G 8 は 15/20, 4/20, 5/14, 7/14, 
111/174, 51/174, 計 131/208, 62/208, DーW 法 に 
よる W1~W 8 で は 11/20, 7/20, 8/14, 4/14, 71/ 
174, 80/174, 計 90/208, 91/208 と 集計 され る . こ 


れ を 3 回 の 一 致 で みる と GーG 法 原 法 ,。 GーG 法 指 
示 菌 に と よる DーW 法 , DーW 法 指示 功 に よる GーG 
法 , DーW 準 原 法 の 順に 一 致 率 が 低下 , 2 PAEO 
一 致 と し て みた 場合 わずか の 差 で 2 位 3 位 が 逆転 す 
る の みみ で あっ た . これ を 総合 し た 場合 前 述 と 同様 型 
別 方 法 と し て の GーG 法 手技 の 優位 が 立証 され た も 
の と いえ を る. 

Zabransky and Day (1969) は リーW 法 を 利用 し 
た 際 に , DーW 法 指示 菌 の うち W 5 と W 7 は 型 別 原 
表 (十川, 1970 の 表 1 参照 ) の 上 で 同一 パタ ー ン を 
示し , 指示 菌 12 株 の 交差 試験 で も この 2 株 は 同一 と 
判断 され た と し て , W7 を 除く W1CW8 の 7 株 に 
よる Mayo ピオ シン 型 を 実施 提唱 し , W9~WI12 
は 亜 型 別に 利用 で きる と し た . この 考え 方 は 当 教 
室 で の D 一 W 法 の 判定 に 応用 きれ て きた が , 古川 
(1970) また は 内 藤 ら 972a, b, 1973) の 分 離 
株 に 対す る 型 別 結果 で は W 5 と W 7 に 対す る 不一致 
例 も ある こと か ら W1<-W8 を 使用 し , 適用 上 の 便 
宜 か ら 山 口 (1977) の 表 6 に 示し た 型 別 表 を 提示 す 
る に 至っ た . 

COWS と W 7 に つい て 今回 の 結果 か ら 以 下 に 整 
理 を 行っ て みる DーW 法 に よっ た 場合 , 交差 試験 
に お いて も ゃ も 表 2 に 示し た よう に G 6 に 対し て 1 回 , 
W10 に 2 回 , 表 6 で は Ty. 10 と Ty、11 に 各 1 回 
の 不一致 が あり , 表 12 に よる と 分 離 保存 株 に も uc 
11 の 1 株 と uc 19 の 4 株 が 含ま れ て お り , この 2 株 
が 完全 に 同じ と は いえ ず , それ ぞ れ 感受 性 面 で 特異 
性 を 有する も の と み ら れ た . この 見 方 は GーG 法 の 
成績 で も 表 1 で W 8 と WI1 に 各 1 回 , 表 5 で は Ty. 
11, Ty. 27, Ty. 33 に それ ぞ れ 1 回 の 不一致 が み 
られ , 表 12 に 示 し た 分 離 株 の うち に も 1 株 ずつ で は 
ある が uc 2 と uc 4 が 存在 し た 所 見 か ら も 支持 さ 
れ て いる . 
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改良 型 別 法 の 提唱 


ビオ シン の 産生 性 また は ビオ シン に 対す る 感受 性 
が 遺伝 的 支配 に ょ っ て 安定 し て いる と の 立場 で 考え 
Hk, 被 検 株 の 産生 し た ビ ピオ シン が 特定 の 指示 菌 セ 
ッ ト に どの よう な 作用 域 を 示す か に よる 型 別 と , 逆 
に 特定 の ビオ シン 群 を 設定 し て 被 検 株 の 感受 性 域 を 
調べ る 型 別 と が 考え られ る . 前 者 と し て は 本 研究 の 
対象 で ある Darrell-Wahba 法 (1964) と Gillies- 
Goyvan 法 (1966), 後者 と し て は Osman 法 (1965), 


Rampling et al. (1975) の 方 法 な ど が ある . また 
Farmer and Herman (1969), Falkiner and 
Keane (1977) は 両者 を 併用 し た 型 別 法 を 提唱 し 
て いる . し か し ピオ シン 型 別 法 の 実用 性 お よび 普及 
性 を 考え た 場合 , 特定 ビオ シン 群 を 設定 する 場合 に 
は ピオ シン 液 調製 と 作用 域 検 定 . さら に は ビオ ン ン 
液 に 混在 する バク テリ オ ファ ー ジ の 影響 まで 加わ 
D, か な り に 炉 雑 な 準備 を 必要 と する 点 が 問題 と な 
BZ. これ に 対し て 特定 指示 共に 対す る 披 検 株 産生 ピ 
オシ ジン の 作用 域 に よる 型 別 , 特に 固 型 培地 上 の 交差 
BIC LARK, 指示 菌 群 の 保存 で その 月 的 を 達 
し 得る 点 極め て 有利 と 考え られ , これ が 当 教 室 で G 
ー な 法 と りーW 法 の 比較 を 続行 し て きた 理由 で も あ 
っ ただ た. 
一 般 に バク テリ オシ ン ま た は ファ ー ジ 型 別 法 に お 
いて は , 被験 株 が 型 別 表 に 記載 の な い パ ター ン を 示 
BA unclassifiable ( 型 別 不 態 ) と し て 記載 さき 
れ て きた . 1970 年 Farmer は 表 13 に 示 し た 成績 の 
記載 法 を 提唱 し た が , これ の 利用 に より 型 別 不 能 と 
の 記載 は 皆無 に な り , 成績 の 記載 お よび 比較 に 極め 
て 便利 で ある こと は 明白 で ある . 

本 研究 に お いて は 従来 実施 され て いな か っ だ な 一 
G 法 と D 一 W 法 へ の 指示 菌 の 相互 利用 を 行っ た の 
で , 以下 で は 分 離 保存 株 に 対す る 成績 か ら 可 及 的 少 


Table 13. Mnemonic for reporting bacteriocin 
and bacteriophage types by Farmer 


(1970) 
Result for 3 tests Representation 
++ + 1 
es E 2 
Fe das a 3 
ー + + 4 
TE 5 
TE 6 
es a 7 
Z A 8 


Each of the subsequent date triplets is assigned 
its proper number in a similar fashion. Thus, 
a test strain which has a pattern (+—— 

ト 十 圭一 士 トー) would be 
type 564386. If the number of tests is not 
evenly divisible by three, a second (+ +=A, 
+—=B, —+=C, ~-=D) and third (+ 
=E, —=F). 
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な い 指 示 菌 に より , 特定 型 へ の 偏在 の 少な い 型 別 法 
の 設定 を 試み る . 

固 型 培地 に は 限定 は され な い が , ピオ シン 産生 
と 同時 に 産生 され る ビオ シン 不 活化 物質 の 影響 は 
Wahba (1963) が 考慮 に Ah, その 検討 の 結果 D- 
W 法 に は トリ プ ト ン ソ ッ ー ヤ 寒天 培地 に ョ ー ド 酢酸 
10M, ク ェ エン 酸 ウ ソー ダ と リン 酸 水 素 2 カ リウ ム を 
それ ぞ れ 0.1 多 に 添加 し て 解決 し た と し て いる . 一 
方 GーG 法 で は 5 ウマ 血液 加 ト リ プ ト ン ソー ヤ 寒 
天 を 用 い , 32°C 14 時 間 の 低温 短 時 間 培 養 を 推奨 し 
た . また DーW 法 指示 薦 を 入手 し て の 比較 試験 で も 
支持 され た と し て いる が , D-W 法 培地 で の 比較 に 
は 触れ て いな い . そこ で まず 本 研究 の 結果 を みる 
と , 総括 と 考察 に お いて 述べ た よう に , 今回 供 試 し 
た 208 株 を 指示 菌 20 株 に 対し て GーG 法 と D 一 W 法 
の 条件 で 型 絢 し た 場合 , いずれ の 観点 か ら み て も G 
ーG 法 が 優位 で あっ た . そこ で 型 別 用 培地 , 培養 温 
BE, 培養 時 間 は ビーG 法 を 採用 する こと と し た -. 

指示 菌 の 選択 に 当っ て は , まず 型 の 表現 に 上 述 
Farmer (1970) の 提唱 を 利用 する こと を 前 提 に , 
2 数 字 で 表現 する た め 理 論 上 64 種 の 型 が 設定 で きる 
6 株 と し , 指示 菌 群 の うち GーG 法 か ら 4 株, Dー 
W 法 か ら 2 株 と の 方 針 で 臨ん だ . まず 最も 高 率 に ビ 
オシ ン を 検出 で きる 株 と し て 表 1, 表 5, 表 11 を 通 
UC 最も 感受 性 域 が 広かっ た も の と し て みる と , 
208 株 の うち 194 株 に 感受 性 を 示し た G 3 が あげ ら 
れ , し か も 3 回 の 成績 に 不一致 が か み ら れ た の は 表 1 
の 2 株 (W6 と W10) と 分 離 保存 株 で の 1 株 の 計 3 
株 と , 安定 し た 感受 性 を 示し て いた . つぎ に GG 
原 法 で 従来 か ら も 検出 率 が 高く , また 本 研究 で も 同 
様 で あっ た 1 型 , 3 型 , 10 型 を 互 に 区 別 する に 必要 
な 株 と し て 考え る と , 1 型 と 10 型 の 区 別に は G 6 が 
不可 欠 , さら に 3 型 を 分 別 す る に は G4 また は G8 
が 必要 で ある . G 6 の 場合 3 回 の 成績 に 不一致 が み 
られ た の は , 表 1 に は 皆無 表 5 で 1 株 (Ty. 10) 
と 少な か っ た が , 分 離 保存 株 で 22 株 に 達し て , 指示 
菌 20 株 中 17 位 と 成績 安定 性 に 問題 を 残し た . し か し 
G 6 は , 感受 性 城 が 極端 に 狭い に か か わら ず D 一 W 
法 指示 菌 の うち か ら ゃ 代用 可能 な 株 は 見 出さ れず , 
改良 法 指示 菌 と し て 採用 する ほか な いと 考え られ 
た . G4 と G8 の 場合 は , 不一致 が 合計 で それ ぞ れ 
7 株 と 9 株 で 特に 良好 と は いえ な い の で , 両 株 を 採 
用 し て 3 型 の 確認 を 強化 する と と も に , 両 株 に 対す 


る 感受 性 の 差 に よる 型 設定 を 行う こと と し た . 一 方 
DーW 法 指示 菌 の うち W 1 ~W 8 か ら 2 株 の 選定 は 
表 9 の 成績 と し て GーG 法 で 多い 1 型 と 10 型 が W 1 
~W 8 を 利用 し た で GーG 法 で A 型 , a 型 , BH, b 
型 に 細分 可能 と の 知見 に 基づい て 行っ た . すなわち 
表 12 の パタ ー ン を 参照 すれ ば 明らか な よら に W4 と 
W 8 を 採用 する こと と し た . この 2 株 の 場合 3 回 の 
成績 不一致 は 分 離 株 で 特に 多く それ ぞ れ 合計 で 31 株 , 
SOR ERE CH oD, 選定 理由 を 考え る と 他 の 株 
の 採用 は 不可 能 で あっ た -. 
分 離 保存 174 株 の ビーG 法 に よる 成績 の う ちか ら 
上 記 で 選定 し た 6 指示 菌 に 対す る 部 分 を 各回 の パタ 
ー ン と し て 採用 , 3 回 一 致し た も の と 2 回 一 致し た 
も の を 供 試 株 の ピオ シン 型 と し , また 山口 977) 
の 記録 に よる 血清 型 も 利用 さら に 表 13 で 示し た 
Farmer (1970) の 成績 記載 法 も 併用 し て 整理 し た 
の が 表 14 で ある . これ に よる と 174 株 の うち 各回 の 
指示 菌 発育 阻止 パター ン に に 差 が あり VT と し た 8 
株 を 除く 166 株 が 14 種 の 型 に 分 けら れ た こと と な る ・ 
G-ーG 法 で 10 型 を 示し た 77 株 の うち VT へ 移行 し 
た 2 株 を 除く 75 株 が 11 型 18 株 , 12 型 26 株 , 13 型 27 
PR, 15 型 4 株 と 細分 され て お り , GーG 法 1 型 61 株 
の うち VT へ 移行 し た 5 株 を 除く 56 株 は 21 型 5 株 
22 型 19 株 , 25 型 32 株 に 分 ん て いる が , 理論 上 考え ら 
れる 14 型 は み ら れ な か っ た . G—-GRAF CH 3 A 
20 株 は 1 株 が VT と な っ た ほか は 54 型 6 株 , 57H! 
3 株 , 18 型 10 株 と 分 か れ , 残る 30 型 2 株 と uacB の 
1 株 が 共に 56 型 と 統合 され , 5 型 3 株 , uc C の 2 
株 , uc A の 1 株 は それ ぞ れ 88 型 ,58 型 」25 型 に 組 
込ま れ , 6 型 1 株 と VT で あっ た 1 株 は それ ぞ れ 
26 型 」82 型 と な っ て いた . 血清 型 を 確認 し て いな か 
っ た の で 本 表 に は 加 を な か っ た が , 表 1 か ら 判 る よ 
うに 指示 菌 G 1~G 8 は 順に 28, 22, 86, 58, 88, 
VT, 26, 58 の 各 型 , W 1 こ W12 も 順に 25, 58, 12, 
13, 25, 58, 25, 22, 11, 58, 57、28 の 各 型 と な り , 
表 5 ょ り 型 株 も 順に 25, 58, 86, 28, 11, 58, 58, 
22, 34, 25, 58, 86, VT, 88 の 各 型 と な っ た . 結 
局 今回 供 試 の 208 株 の うち VT 10 株 を 除く 198 株 が 
表 14 に 示 し た 14 種 の ほか に 28 型 , 34 型 , 86 型 を 加え 
た 17 種 の 型 に 型 多 され た こと と な る . 各 型 と その 所 
属 株 数 は 25 型 38 株 を 最高 に , 13 型 28 株 , 12 型 27 株 , 
22 型 22 株 , 58 型 21 株 , 11 型 20 株 , 88 型 10 株 , 54 型 6 
PR, 21 型 5 株 , 15 型 と 57 型 各 4 株 , 28, 56, 86 の 各 


Table 14. Proposed pyocine types and Homma’s sero-types of 174 isolates 


Pattern Type 1 2 3 4 5 o 11 12 13 NT Total 
++++++ Uu 1 17 18 
+++++- 2 21 2 3 26 
oda B 17 9 1 27 
++++--—- j5 3 1 4 
++-+++ 21 i ag 5 
E 29) 3 1 2 5 1 1 6 19 
++-+-- 25 4 2 1 1 11 2 2 6 4 33 
+ ナーー+ー 26 1 
ナーーー ト + 5 1 5 
eee GG 1 2 
SE o 2 1 
Porsas 58 2 1 7 1 1 12 
= BD 1 1 
eo eee 88 1 1 3 3 

VT 2 1 2 1 oy 
Total 1 13 3 10 3 4 2 14 22 INM 


1 23 56 22 


Arrangement of indicator is G3, G4, G6, G8, W4 and W8. 
Sero-types of isolates were based on Yamaguchi’s data. 


型 そ れ ぞ れ 3 株, 26 型 2 株 , 34 型 と 82 型 が 1 株 ずつ 
Ligh. この 分 散 度 を みる と ほほ 所 期 の 目的 は 達し 
得 た も の と みみ られ る . た だ 毎回 の 指示 菌 発育 阻止 パ 
ター ン に 差 が ある 株 は , GーG 原 法 で は 指示 菌 交 差 
試験 の W10 と 分 離 保存 株 の 型 別 で 1 株 の 計 2 株 で あ 
っ た も の が , ここ に 設定 し た 指示 菌 群 に 対 し て 10 株 
(44.8%) と 増加 し て いた . これ は 好ま し い 傾向 で 
は な い が , 指示 菌 の 選定 に 際 し て ふれ た ょ うに, G 
6, W4, W8 の よう に 個々 の 供 試 株 に 対す る 3 成 
績 の 不一致 が 多い 点 を 無視 し た こと に 起因 する . 方 
法 は 異な る が variable type (VT) を は じ め て 使用 
し た Zabransky and Day (1969) it, リーW 法 で 
その 指示 菌 7 株 を 用 いて 2.2 ZEINKE KLR 
べ て いる . また 当 教 室 関係 で GーG 原 法 で 型 別 を 行 
っ た 村上 (1970, 1976) が 29/329 (8.8%) また は 
28/408 (6.9%) の 結果 で あっ た の より は 良好 で あ 
り , 内 藤 ら (1972 a) の 12/442 (2.7%) に 対し て 
も 特に 劣る と みる 必要 は な いと 考え ん て いる . 

前 述 の よう に 表 14 に は , 山口 (1977) の 血清 型 を 
使用 し て ここ に 提示 の ビオ シン 型 の 関係 を 示 し た . 
それ ぞ れ 1 株 また は 2 株 が 所 属し た 血清 型 1, 4 , 


12 を 除け ば , 名 血清 型 に は 複数 の ビオ シン ン 型 が 分 散 
LOWS. この 傾向 は 血清 ・ ビ ピオ シン 型 と し て の 応 
用 の 可能 性 を 示す も の と いえ る. 

要する に ピオ ン ン 型 別 手技 と し て は GーG 法 に 従 
O, 供 試 菌 と 指示 菌 に つい て は la 型 集落 を 用 いて , 
G3, G4, G6, G8, W4, W8 の 6 株 を 指示 
画 群 と する 型 別 法 の 提唱 を 行い た い . 型 別 は 1 週 後 
に 再度 実施 し て 指示 菌 発育 阻止 ター ン と し て 再現 
され だ た も の は 型 を 決定 し , 不一致 な も の は さら に 1 
週 後に 反復 し て 3 成績 中 2 回 一 致し た 指示 菌 発育 阻 
止 パ ター ン に より 型 を 決定 する の が 望ま し い . 


結 語 

GーG 法 指示 菌 8 株 と DーW 法 指示 菌 12 株 の 計 20 
株 を 指示 菌 と し た GーG 法 と D 一 W 法 に 従っ た ビオ 
シン 型 別 を , 指示 菌 20 株 ,GーG 法 用 型 株 14 株 , 分 
離 保存 株 174 株 に , それ ぞ れ 3 回 適用 し て 以下 の 成 
績 を 得 た . 

1 両 型 別 法 指示 菌 計 20 株 の 交差 試験 に よる と , 産 
生 ビ ピオ ン ン の 作用 域 か ら GーG 法 の 場合 G4 と G 
8, G6 と W2 は それ ぞ れ ほほ 同じ ビオ シン 産生 株 
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と み ら れ た ほか は , いずれ の 型 別 法 に よっ て も 産生 
性 お よび 指示 菌 と し て の 感受 性 の 面 に お いて 各 株 は 
特異 性 を 有 し て いた . 

2) 指 示 菌 20 株 の それ ぞ れ が 被 検 各 株 に 対 し て 示し 
た 3 回 の 成績 で 不一致 が あっ た も の を 集計 する と , 
全 供 試 株 と し て の 4,160 成績 の うち GーG 法 で 5.2 
%, D 一 W 法 で 13.3 と , 成績 安定 性 で GーG 法 が 
優位 で あっ た . 

3 指示 功 交 差 試 験 と 型 株 の 型 別 の 結果 か ら , 個々 
の 菌株 が 各回 に 示 し た 両 法 の 成績 に 差 が あっ た も の 
を 集計 する と , 供 試 34 株 の 2,040 成 績 の うち G 一 G 
法 の み で 陽性 が 149, DーW 法 の み 陽 性 が 46 と な うり, 
GーG 法 に よる ピオ ォ ン シン 検出 頻度 の 高 さ が 示さ れ 
た . この 傾向 は 分 離 株 に お いて G 一 G 法 を 用 いた 場 
合い ずれ の 指示 菌 群 を 使用 し て も , DーW 法 の 場合 
より 広い 感受 性 域 の ビオ シン 型 を 示す 傾向 が 強い こ 
と に よっ て も 支持 され た -. 

人 指示 菌 20 株 の それ ぞ れ が か が 全 供 試 208 株 に 対し て 
不一致 の 感受 性 を 示 し た の は , GーG 法 で は G 5 の 
2 株 か ら W4 の 31 株 , D 一 W 法 で W8 の 7 株 か ら 


講 


終り に 臨み , 


W11 の 51 株 の 間 に 分 散 し て お り , この 面 か ら も Gー 
G 法 の 優位 が 認め られ た . 

5)G 1 て G 8 また は W 1 ~W8 を 指示 菌 群 と し た 
両 型 別 法 に よる 指示 世 発 育 阻 止 パ ター ン の 再現 性 を 
比較 する と , 3 回 一 致 ま た は 2 回 以上 一 致 の いずれ 
に お いて も , GG 原 法 の 優位 , DーW 原 法 の 最 下 
位 は 明らか で , 残る 組合 せ で は 条件 に よる 逆転 は あ 
る か が 著 明 な 差 で は な か っ た - 

6) 以 上 の 所 見 か ら GーG 法 に 従っ て , 指示 菌 群 を 
G3, G4, G6, G8, W4, W8 の 6 株 と し て 
成績 を 再 整理 供 試 208 株 の うち 毎回 の パタ ー ン が 
異 っ た 10 株 を 除く 198 株 が 理論 上 存在 する 64 種 の 型 
の うち 17 種 に 38, 28, 27, 22, 21, 20, 10, 6, 5, 
4, 4, 3, 3, 3, 2, 1, 1 株 と 分 散 す る こと 
が 判っ た . 

7) こ の 型 別 法 は 血清 型 細分 の 可能 性 も あり , 従来 
より 少な い 指 示 菌 に よる , し か も る 特定 型 へ の 偏在 を 
か な り 解 消 で きる 型 別 法 と 考え , ここ に 提唱 を 行っ 
yen 


矢 


終始 御 穏 往 な 御 指導 と 御 校 開 を 賜 わ っ た 内 藤 較 郎 教 授 に 深 基 の 調 意 を 捧げ ます - 


また , 菌株 の 分 離 と 保存 に 細心 の 注意 と 御 助言 を 与え られ た 佐世保 市 保健 所 試験 検査 課長 後藤 主 
誠 技 師 , 実験 に 際 し て 温 い 御 理解 の も と に 御 鞭 達 を 頂い た 当 部 門 の 各位 , 特に 直接 実験 へ の 御 協 


力 を 得 た 岩見 守 技官 に 感謝 致 し ます . 
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